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二 化 蝇 体 内 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 分 布 及 纯化 方法 
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《南京 农业 大 学 植物 保护 学 院 ， 南 京 210095) 


摘要 : 研究 了 二 化 虹 Chio suppressalis 乙酰 胆 碱 酯 酶 〈AChE) 的 体 躯 和 亚 细 胞 分 布 ， 并 用 记 胶 过 泪 层 析 和 2 种 亲 和 层 析 方 法 
从 二 化 蜡 幼 虫 体内 分 离 、 纯 化 乙酰 胆 碱 酯 酶 。 结 果 表 明 : 二 化 旦 幼虫 乙酰胆碱 酯 酶 的 活性 主要 集中 于 头 部 和 胸部 ， 而 成 虫 
胸部 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 活性 最 低 ， 显 著 低 于 头 部 和 腹部 。 成 虫 体内 AChE 的 活性 明显 高 于 幼虫 。 在 亚 细 胞 的 分 布 上 ， 乙 栈 胆 
碱 酯 酶 主要 位 于 膜 上 《86% )， 近 4 狗 的 活性 存在 微粒 体 中 。 在 3 种 纯化 乙酰 胆 碱 酯 酶 的 方法 中 ， 以 3- 羧基 茜 基 - 乙 基 二 甲 
基 铵 作 想 体 的 亲 和 层 析 法 纯化 效果 最 佳 ， 乙 栈 胆 碱 酯 酶 的 最 高 纯化 倍数 为 536.05 A, PÆ 30.46% . 
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Distribution and purification of acetylcholinesterase in Chilo suppressalis 

PENG Yu: WANG Yin-Chang: HAN Zhao-Jun: CHEN Chang-Kun: LI Guo-Qing C College of Plant Protection» Nanjing 
Agricultural University» Nanjing 210095. China) 

Abstract: The distribution in body and subcellular distributions and purification of cetylcholinesterase CAChE in insec- 
ticide-resistant population of Chilo suppressalis were investigated. AChE was purified from the larvae of the same popula- 
tion by gel filtration and 2 species of affinity chromatography on 3-carboxyphenyl ethyldimethyl ammonium C CEA and 
procainamide. The results showed that specific activity of AChE in adults was higher than that in larvae. AChE in larvae 
was distributed mostly in the head and the thorax: while in adults: AChE activity in thorax was lower than those in the 
head and the abdomen significantly. The major portion of the total AChE was member-bound (8696 ) and associated pri- 
marily with mierosome (46962. Affinity chromatography on CEA was optimum for purification of AChE among 3 species 
purified methods. The extent of purification reached about 536.05 folds with recoveries of 30.46% . 
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Z. BB SEES NS Cacetylcholinesterase:/ AChE) 
(EC3.1.1.72 是 昆虫 神经 系统 中 最 重要 的 酶 系 之 
一 ， 同 时 义 是 有 机 磷 和 氨基 甲酸 酯 类 杀 上 忠 剂 的 作用 
FBR (Fournier and Mutero，1994)。AChE 的 敏感 度 
降低 是 昆虫 和 螨 类 对 有 机 磷 和 和 毛 基 甲 酸 酮 类 杀 虫 剂 
产生 抗 性 的 重要 机 理 之 一 《Tang，1993; Gunning et 
al.，1998)。 我 们 的 研究 表明 ， 二 化 内 Chilo sup- 
pressalis 对 甲 胺 磷 的 抗 性 也 与 AChE 的 敏感 性 下 降 有 
X EFF, 2001). AX ACHE 的 研究 一 直 是 昆 
忠 毒 理学 研究 的 热点 ， 主 要 内 容 涉 及 ACHE 的 毒 理 
学 、 生 物化 学 ，AChE 的 分 离 、 纯 化 ，AChE 的 分 子 
型 、 基 因 结 构 和 表达 ，AChE 的 变 构 与 昆虫 抗 药性 
的 关系 等 《Zhu and Brindely，1992; Zhu and Clark; 
1994. 1995; 高 希 武 ，1996，1998)。 本 文 报 道 了 二 


MIREA AChE 的 分 布 ， 并 采用 凝 胶 过 滤 层 析 和 2 
种 亲 和 层 析 方 法 ， 从 二 化 蜡 幼 虫 中 分 离 、 纯 化 
AChE， 以 便 更 好 地 了 解 AChE 在 二 化 蜡 抗 药性 中 的 
作用 。 


1 材料 与 方法 
1.1 虫 源 

试验 所 用 的 二 化 曝 为 采 自 浙江 温岭 的 抗 性 品 
系 ， 用 稻 苗 饲养 《 尚 稚 珍 和 王 银 淑 ，1984)。 
1.2 试剂 

考 马 斯 亮 蓝 Ce、 碘 化 硫 代 乙 酰 胆 碱 、 毒 扁豆 
碱 均 为 Fluka 公司 产品 。5，5'- 二 硫 双 硝 基 茶 甲酸 
CDTNB)， 华 美 公司 。 溴 化 氰 活化 的 琼脂 糖 凝 胶 4B 
CCNBr-Sepharose 4B)， 羧 乙 基 活化 的 琼脂 糖 凝 胶 4B 
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(ECH-Sepharose 4B), Pharmacia 公司 。1- 环 己基 -3- 
《2- 吗 啉 代 乙 基 ) 碳 二 亚 胺 甲 基 对 甲苯 磺 酸 盐 、N- 
CREE REO SEE. 2. — EUM CN-ethoxycar- 
boxyl-ethoxy-1l. 2-dihydroquinolines,. EEDQO.. Mi 82 35 
SFA Cprocainamide2 M F EAEE FP B2 15] 2 
Sigma 公司 产品 。 tZ. UZAxm EE. DIA 
JI—I . » ed-—H. LB. PREA ESI 
学 试剂 公司 。 牛 血清 白 蛋 白 ， 上 海 生化 试剂 公司 进 
口 分 装 。 葡 聚 糖 凝 胶 C-200 (Sephadex C-2002. Tri- 
ton X-100 以 及 其 它 试剂 均 购 于 江苏 省 科 威 公 司 。 
1.3 AChE 在 二 化 蜡 体 躯 的 分 布 

分 别 取 幼 虫 和 成 虫 的 头 、 胸 部 和 腹部 ， 加 入 到 
预 冷 的 0.05 mol/L. pH 7.5 的 磷酸 钠 盐 缓冲 液 中 ， 
冰 浴 名 浆 。 色 浆液 在 低温 (4%C)}，10 000 x g 离心 
30 min。 取 上 清 液 测定 AChE 的 活性 ， 并 测定 蛋白 
质 含量 。 

1.4 ZARAR AChE 的 亚 细 胞 分 布 

取 二 化 蝶 幼 忠 的 涉 、 胸 部 ， 按 1 g:20 mL 的 比 
例 加 入 预 冷 的 0.05 mol/L; pH 7.5 的 磷酸 钠 盐 缓冲 
液 ， 冰 浴 匀 浆 。 色 浆液 按 差 速 离心 法 离心 《高 希 
武 ，1996)。 对 于 离心 后 的 各 组 分 ， 加 入 含 Triton 
X-100 的 磷酸 钠 盐 缓冲 液 (0.05 mol/L, pH 7.5) X 
浮 ， 使 其 浓度 为 0.5%。 在 加 入 Triton X-100 2 h 后 ， 
测定 各 离心 成 分 AChE 的 活性 和 蛋白 质 含量 。 

1.5 AChE 的 纯化 

凝 胶 过 滤 层 析 法 : 取 二 化 蜡 幼 虫 类 、 胸 部 ， 按 
1 g:10 mL 的 比例 加 入 含 Triton X-100. GRE 0.5962. 
pH 7.5. REA 0.05 mol/L 的 磷酸 钠 盐 缓冲 液 
《PBS》 中 ， 冰 浴 匀 浆 。 色 浆液 在 AC. 10 000 xg 
条 件 下 离心 30 min。 上 清 液 作为 粗 酶 液 ， 上 Sepha- 
dex G-200 层 析 柱 。Sephadex G-200 北 胶 颗粒 预先 在 
PBS 缓冲 液 中 溶 胀 过 夜 ， 装 柱 《 直 径 x 长 =1.5 cm 
x55 cm) 后 ， 用 PBS 缓冲 液 至 少 冲洗 3 ~ 4 个 柱 体 
Re EFES mL， 待 样品 进入 凝 胶 后 ， 用 PBS 缓冲 
液 开始 洗 脱 。 使 用 部 分 收集 器 〈BSZ-160 自动 部 分 
收集 器 ， 上 海 沪 西 分 析 仪 器 厂 ) 控制 收集 时 间 ， 每 
15 min 收集 1 管 ， 用 衡 流 录 《HL-2 型 ， 上 海 沪 西 
分 析 仪器 厂 ) 控制 洗 脱 速度 ， 每 管 2.2 mL。 整 个 
实验 过 程 温度 控制 在 4 和 左右 。 

3-2 IE AE REEL, RE — HB RE ER C3 carboxyphenyl 
ethyldimethyl ammonium: CEA 〉 亲 和 层 析 法 : CEA 
亲 和 柱 的 制备 按照 Massoulie Œ (1976) 及 Xu 等 
(1994) 的 方法 进行 。 按 Zhu 等 〈1994) 的 方法 制 
备 粗 酶 并 纯化 AChE。 取 幼虫 头 胸部 ， 按 1 g:10 mL 


的 比例 加 入 PBS ÆI CE 1 mmol/L EDTA-Na,、 
10 Cmol/L PMSF 和 0.2 mol/L NaCl), KRIK. ^] 
浆液 用 纱布 过 滤 后 ， 在 4 加 、105 000 x g 条 件 下 离 
心 60 min， 上 清 液 用 玻璃 棉 过 滤 除 去 脂肪 。 粗 酶 样 
品 上 亲 和 柱 (直径 x 长 =1.5 cmx7.5 m 后 ， 先 
HE 0.4 mol/L NaCl 的 PBS 缓冲 液 洗 脱 4~5 个 柱 体 
只 ， 后 用 含 0.2 mo/L 四 乙 基 础 化 铵 的 pps 缓冲 液 
洗 脱 结合 在 凝 胶 上 的 AChE， 洗 脱 3 个 柱 体 积 。 最 
后 用 2 mol/L NaCl 的 PBS 缓冲 液 洗 脱 ， 以 除去 残留 
的 AChE 和 其 它 重 和 白质 ， 此 亲 和 柱 可 以 多 次 使 用 。 
洗 脱 速度 稳定 为 26 mL/h. 8&6 min 收集 一 管 ， 每 
管 收 集 2.6 mL， 其 它 条 件 同 凝 胶 过 滤 层 析 。 

Procainamide 亲 和 层 析 法 : Procainamide 亲 和 柱 
的 制备 按照 Bonning 等 〈1988) 的 方法 进行 。 将 Sg 
ECH-Sepharose 4B 在 0.5 mol/L NaCl PRAAK, H 
蒸 饮水 冲洗 。 将 0.124 g EEDQ 溶解 于 10 mL 的 乙 
醇 ，1.36 g Procainamide 溶解 于 10 mL 著 饮 水中。 将 
ECH-Sepharose 4B、EEDQ 和 Procainamide 于 低温 下 
混合 过 夜 ， 然后 依次 用 50% 的 乙醇 、 燕 饮水 、1 
mol/L NaCl 和 PBS 缓冲 液 冲 洗 。 按 Zhu 等 (1992) 
的 方法 制备 AChE 粗 酶 样品 。 样 品 上 亲 和 柱 后 ， 先 
用 PBS 缓冲 液 洗 脱 3~ 4 个 柱 体 积 ， 后 用 含 1 mol/L 
NaCl 的 PBS 缓冲 液 洗 脱 结合 在 凝 胶 上 的 AChE。 用 
1 mol/L NaCl 的 PBS 缓冲 液 反 复 冲 洗 ， 并 用 PBS X 
冲 液 平 衡 后 ， 该 亲 和 柱 可 多 次 使 用 。 洗 脱 及 收集 过 
程 同 CEA 亲 和 层 析 。 
1.5 AChE 活性 的 测定 

在 研究 AChE 的 分 布 时 ， 按 Xu (1994) 的 
方法 测定 ， 利 用 分 光 光 度 计 在 412 nm 波长 下 测定 
OD 值 ， 根 据 标准 曲线 求 每 克 蛋 白质 每 分 钟 水解 的 
硫 代 胆 碱 的 摩尔 数 ， 在 纯化 AChE 时 ， 参 照 Zhu 等 
(19945 的 方法 测定 AChE 的 活性 ， 用 Microplate 
Manager 4.0 型 酶 标 仪 在 405 nm XK F, KHAA 
法 测定 oD 值 ，4 KER. 
1.6 ”和 蛋白质 含量 的 测定 

用 考 马 斯 亮 蓝 G6, 法 测定 ， 以 牛 血 清白 重 白 为 
标准 蛋白 《Bradford，1976)。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ZAE AChE 的 体 躯 分 布 

二 化 蜡 幼 虫 头 部 AChE 的 活性 虽 高 于 胸部 ， 但 
差异 不 显著 〈 表 1)。 头 部 和 胸部 AChE 的 活性 都 极 
显著 高 于 腹部 《P < 0.01)。 表 明 二 化 蜡 幼 虫 AChE 
的 活性 主要 集中 于 头 部 和 胸部 。 对 于 成 忠 ， 胸 部 


+7 
E 


AChE 的 活性 最 低 ， 显 著 低 于 头 部 和 腹部 〈《P < 
0.05)， 头 部 和 腹部 之 间 ，AChE 的 活性 差异 不 显 
著 。 从 表 1 还 可 以 看 出 ， 成 虫 体 内 AChE 的 比 活 力 
明显 高 于 幼虫 。 由 于 用 幼虫 来 测定 二 化 蜡 的 抗 性 ， 
同时 ， 幼 虫 容易 获得 ， 故 我 们 以 幼虫 为 材料 分 离 及 
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— Lg AChE 的 亚 细 胞 分 布 
二 化 蜡 幼 虫 体内 ACHE 的 活力 主要 存在 于 微粒 


体 中 ， 其 活性 占 总 活性 的 45.76%，AChE 的 比 活 力 
也 最 高 ， 为 4.88 umol/ 《min* mg) (X 20. IWR 
亚 细 胞 AChE 的 总 活性 和 比 活力 按 大 小 排列 依次 


AHEZA AChE. 为 : 微粒 体 > 线粒体 > 细胞 核 及 细胞 碎片 > 胞 质 溶 
表 1 ZIKE AChE 不 同 部 位 活性 分 布 液 。 在 整个 名 浆液 中 ，AChE 的 主要 活性 存在 于 膜 
Table 1 Distributions of AChE activity in different body E, E soph EATARRA ER CHORI 
parts of C. supressalis [hmoy Cmin* mg) ] 体 、 线 粒 体 、 细 胞 核 及 细胞 碎片 )。 

TEAR Body segment 成 虫 Adult 幼虫 Larvae 2.3  —1L3E HR. AChE 的 纯化 
天 head G20 2a 28610.05 A 3 HOT E HR AChE 的 洗 脱 曲线 见 图 1 
人 
析 只 有 一 个 蛋白 质 峰 值 ，2 种 亲 和 层 析 的 蛋白 质 均 


写字 母 ，P <0.01) 


Means within columns followed by different letters are significantly dif- 


有 2 个 洗 脱 峰 ， 且 主峰 都 出 现在 AChE 的 洗 脱 峰之 


前 ， 


而 次 峰 出 现在 AChE 的 最 大 峰值 上 。 对 于 


ferent (lowercase, P <0.05; capital. P «0.012 


表 2 


二 化 量 AChE 的 亚 细 胞 分 布 


Table 2 Distribution of AChE in subcellular fractions in C. suppressalis 





组 份 体积 (mL) 比 活力 [ymolf (min* mg) ] 总 活力 (pmolfmin) 活性 自分 率 (go)* 
Fraction Volume Specific activity Total activity Activity " 
T8 5] 3X crude homogenate 22.0 0.79 + 0.026 3.30x 0.11 100.0 
核 及 细胞 碎片 nuclei and cell debris 5.2 0.90 + 0.025 0.57 x 0.02 17.27 
线粒体 mitochondria 4.0 1.57 + 0.06 0.76 + 0.019 23.03 
微粒 体 microsome 5.0 4.88 + 0.168 1.51 + 0.08 45.76 
胞 质 溶液 cytosol 15.8 0.375 + 0.009 0.45 x 0.018 13.64 


活性 百分率 等 于 各 组 分 的 总 活力 与 粗 勾 浆液 的 总 活力 的 比值 The percent. of activity is the ratio of each subcellular fraction to crude homogenate 
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图 1 ALIR AChE 的 凝 胶 过 滤 层 析 
Fig. 1 Gel filtration chromatography of 
AChE from C. suppressalis 
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图 2 CEA 亲 和 层 析 提 纯 二 化 蜡 AChE 
Fig. 2 CEA affinity chromatography of 
AChE from C. suppressalis 
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AChE 的 洗 脱 曲线 ， 凝 胶 过 滤 层 析 只 有 一 个 洗 脱 峰 ， 
CEA 亲 和 层 析 有 2 个 洗 脱 峰 ， 次 峰 在 前 ， 主 峰 在 
后 。 次 峰 为 没有 被 配 体 结合 的 AChE， 主 峰 为 结合 
到 亲 和 柱 上 的 AChE。CEA 亲 和 层 析 的 次 峰 出 现在 
用 0.4 mol/L NaCl 洗 脱 后 的 13 组 分 ， 而 结合 到 亲 和 
柱 上 的 AChE 即 主峰 ， 被 AChE 的 专 一 洗 脱 液 四 乙 
基础 化 铵 溶液 洗 脱 后 ， 出 现在 19 组 分 ， 洗 脱 体积 
为 49.4 mL。 在 Procainamide 亲 和 层 析 的 洗 脱 曲线 
中 ，AChE 的 次 峰 不 明显 ， 从 组 分 2 开始 ， 到 组 份 
17， 均 有 相当 活性 的 AChE 被 洗 脱 下 来 ， 可 能 由 于 
AChE 与 配 体 的 亲和力 较 弱 。 对 于 Procainamide 亲 和 
层 析 ，AChE 的 主峰 出 现在 24 组 分 ， 洗 脱 体积 为 
62.4 mL。 
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图 3  Procainamide 亲 和 层 析 提 纯 二 化 蝇 AChE 
Fig. 3  Procainamide affinity chromatography of 


AChE from C. suppressalis 


X3 ZW AChE 3 种 纯化 方法 的 比较 
Table 3 Comparison of 3 purification procedures for AChE from C. suppressalis 





比 活力 





过 程 体积 (mL) 蛋白 浓度 (mg/mL) 总 蛋白 (mg) a 总 活性 (pmoljmin) FR CwO WARNO 
Procedures Volume Protein concentration Total protein pupil an ea Total activity Yield Purification fold 
Specific activity 
y 口 
" RR " 8.0 2.19 17.52 0.59 10.33 100 1 
crude preparation of enzyme 
凝 胶 过 滤 层 析 
gl filivanion: chuc iy 4.4 0.10 0.44 6.05 2.66 25.75 10.25 
y [m] 
"H ER 5 64.0 1.43 91.52 0.80 73.22 100 1 
crude preparation of enzyme 
CEA 条 和 层 析 536.0 
RN 2.6 0.02 0.05 428.84 22.30 30.46 5 
Y [=] 
ferm 8.0 1.43 11.44 0.80 9.15 100 1 
crude preparation of enzyme 
Procainam 亲 和 层 析 203.4 
Procainam affinity 2.6 0.006 0.017 162.74 2.73 29.83 i 
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chromatography = 
O 产 率 为 纯化 后 酶 的 总 活性 与 粗 酶 样品 总 活性 的 比值 Yield is the ratio of purified AChE to crude preparation of enzyme: © 纯化 倍数 等 于 纯化 
后 酶 的 比 活 力 与 粗 酶 样品 比 活力 的 比值 Purification fold is the ratio of specific activity of purified AChE to crude preparation of enzyme 


表 3 给 出 了 3 种 纯化 ACE 方法 的 纯化 倍数 及 
产 率 等 综合 纯化 效果 。 在 3 种 纯化 方法 中 ， 以 凝 胶 
过 滤 层 析 的 纯化 效果 最 差 。 其 纯化 倍数 《纯化 后 
AChE 的 比 活力 与 纯化 前 AChE 比 活 力 的 比值 ) 仅 
为 10.25， 产 率 25.7796. CEA 亲 和 层 析 的 纯化 倍 
数 为 536.05， 产 率 为 30.46% ， 均 为 最 高 ， 纯 化 效 
果 最 好 。Procainamide 亲 和 层 析 介 于 二 者 之 间 。 


3 讨论 
一 些 研究 表明 ， 昆 虫 体内 AChE 大 部 分 位 于 中 


枢 神 经 系统 《Fournier and Mutero，1994)。 如 骚扰 角 
BÉ Haematobia irritans 头 部 AChE 占 85%， 胸 部 占 


12%， 而 腹部 仅 占 3% (Xu and Bull，1994)。 但 也 
有 例外 的 情况 ， 如 在 棉铃 象 甲 Anthonomus grandis 
中 ，55% 的 活性 在 腹部 ， 胸 部 仅 占 5%， 头 部 占 
40% (Bull and Lundquist，1968)。 另 外 ， 在 一 些 昆 
忠 的 血 淋 巴 和 胚胎 中 也 发 现 了 AChE 的 存在 《高 希 
武 ，1996)。 本 项 研究 表明 ， 二 化 晨 幼 忠 AChE 的 
体 身 分布 与 骚扰 角 量 相似 《Xu and Bull，1994 )， 
AChE 活性 主要 分 布 于 头 、 胸 部 ， 而 成 虫 中 AChE 
的 体 躬 分布 与 棉铃 象 转 〈《Bull and Lundquist，1968 ) 
相似 ， 即 头 部 和 腹部 中 的 AChE 活性 较 高 ， 胸 部 活 
性 最 低 。 可 见 ，AChE 不 仅 存 在 于 昆虫 的 中 枢 神 经 
系统 ， 也 存在 于 其 它 的 组 织 器 官 ， 且 与 神经 的 分 布 
EX. ZEAR AChE 的 亚 细 胞 分 布 与 一 些 昆 忠 
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相似 《高 希 武 ，1996; Xu and Bull. 19942. AChE 
的 活性 主要 位 于 膜 上 ， 且 以 微粒 体 上 活性 最 高 。 
据 文献 报道 ， 已 就 以 下 昆虫 的 AChE 进行 了 分 
离 、 纯 化 或 者 部 分 纯化 : KA Musca domestica. CDe- 
vonshire and Moores，1984); Z — X Wf Schizaphis 
gramina CBrestkin et al.» 19852; 黄 猩 猩 果 量 Dros- 
ophila melanogaster (Gnagey et al.» 19872; 烟草 天 
WR Manduca sexta CLaster and Gilbert: 19872; Rm 
库 蚊 Culex pipiens pipien (Bonning et al.» 1988); E 
粉 甲 Tenebrio molitor CLenoir-Rousseaux.. 1988); 美 
WIS ROME Heliothis virescens ( Brown and Bryson» 
19920; THA AW Lugus Hesperus (Zhu and Brinde- 
ly. 1992); BEME Leptinotarsa decemlieata (Zhu 
and Clark; 1994); MÆRE CXu and Bull, 1994); 
IPER Helicoverpa armigera (AAAF, 19980. X 
用 的 纯化 方法 有 硫酸 铵 和 丙酮 沉淀 法 《Hama et 
al.. 19800; ROTIE BITA, E Sephadex G-200 
(AAA, 1998; Brestkin et al.» 1985) 和 Sepho- 
rose 4B (MARS. 1998) 两 种 方法 ， 凝 胶 过 滤 层 
析 和 DEAE 离子 交换 层 析 同时 使 用 (Hama et al.， 
19800 ARMEA (Zhu and Clark; 1994; Massou- 
lie and Bon» 1976; Brestkin: et al.» 1985; Gnagey et 
al.，1987)。 其 中 ， 亲 和 层 析 所 使 用 的 配 体 的 有 3 
Tf: Acridinium Resin (Gnagey et al.» 19872. Pro- 
cainamide (Brestkin, et al.» 1985 ) #0 CEA (Zhu and 
Clark. 1994; Massoulie and Bon，1976)。 从 纯化 信 
数 和 产 率 等 纯化 效果 看 ， 以 CEA 亲 和 层 析 法 最 好 。 
目前 在 昆虫 AChE 的 纯化 上 ， 也 以 此 法 应 用 最 多 。 
Gnagey 等 《1987)、Bonning 等 《1988 )、Zhu 等 
《1992)、Zhu (19940 及 Xu 等 〈1994) FJARA 
层 析 技术 分 别 对 黄 猩 猩 果 晶 、 尖 叶 库 蚊 、 豆 莱 草 言 
KR. L9S SEDE EURURCDLAB ACE 的 纯化 倍数 分 别 
达 4 000、350、600、39 000 和 273 倍 。 本 研究 采用 
了 三 种 方法 纯化 二 化 蜡 幼 虫 的 AChE， 也 以 CEA GR 
和 层 析 法 纯化 效果 最 佳 《 纯 化 倍数 536.05 倍 ， 产 
K 30.46%)， 但 效果 远 不 及 Zhu 5 (1992 对 马 铃 
EFRR AChE 的 纯化 效果 《纯化 倍数 39 000， 
产 率 S1% )。 目 前 ， 在 国内 有 关 昆 忠 ACE 纯化 的 
报道 极 少 ， 仅 高 希 武 等 〈1998) KARRIERT 
对 棉铃 虫 的 AChE 进行 过 部 分 纯化 ， 而 且 纯 化 倍数 
极 低 《 最 高 纯化 倍数 仅 17.7 倍 )。 在 昆虫 的 粗 匀 浆 
液 中 除 ACHE 外 ， 还 混 有 其 它 的 和 蛋白质， 尤其 是 水 
解 酶 类 对 反应 的 结果 可 能 会 有 影响 。 而 AChE 的 纯 
化 是 对 AChE 的 性 质 进行 详细 研究 的 基础 ， 是 开展 


昆 忠 毒 理学 和 害虫 抗 药性 ， 特 别 是 辑 标 抗 性 最 基本 
的 工作 。 在 反应 中 这 些 筷 和 白质 可 能 会 降解 AChE 的 
抑制 剂 或 作为 结合 蛋白 使 抑制 剂 有 效 浓 度 降 低 
(Devonshire and Moores，1982)。 因 此 ， 在 我 国有 必 
要 加 强 对 昆虫 AChE 分 离 和 纯化 的 研究 ， 并 将 亲 和 
层 析 特别 是 CEA 杀 和 层 析 应 用 于 昆 忠 AChE 的 纯 
化 。 
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